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A artrite encefalite caprina (CAE) é uma infecção
causada por lentivírus e encontrada em todos os
continentes (ADAMS et al., 1984), com alta
prevalência nos rebanhos mais tecnificados para a
produção leiteira (ROWE; EAST, 1997), causando
consideráveis perdas econômicas para a produção
caprina (BRITO, 2009). É uma enfermidade de caráter
geralmente crônico que afeta caprinos de qualquer
raça, sexo e faixa etária (CORK et al., 1974). A
enfermidade se manifesta de forma contínua, incurá-
vel e apresenta como sintomas clínicos artrite,
mamite, pneumonia e encefalite (PINHEIRO et al.,
1999).
Devido aos custos menores e à praticidade, os méto-
dos sorológicos são largamente usados na detecção
de anticorpos contra os lentivírus caprinos (LVC),
sendo a imunodifusão em gel de ágar (IDGA) e o
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) os mais
usados (PINHEIRO et al., 2006). Entretanto, existe o
problema de resultados falso-negativos produzidos por
estes testes, principalmente no IDGA, o que compro-
mete seriamente programas de controle desta enfer-
midade.
Ding e Xiang (1997) estudando a resposta imune para
o vírus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV), em
cabras infectadas experimentalmente, pesquisaram
anticorpos, através do Ensaio imunoenzimático indireto
(ELISA-i) e de immunoblotting. O immunoblotting
detectou anticorpos para core proteína p28 já aos 4
dias pós-infecção (PI), enquanto no ELISA-i os
anticorpos foram detectados 15 a 20 dias PI. Com
estes resultados comprovou-se a alta sensibilidade do
immunoblotting para detecção precoce de anticorpos
para o CAEV. Celer Júnior et aI. (1998) utilizando
antígeno elaborado com a partícula viral completa para
detecção de animais infectados pelo lentivírus ovino,
aplicaram o immunoblotting para dirimir resultados
discordantes encontrados entre os testes ELISA e
IDGA. Apesar de ser considerado como gold test
(padrão ouro) não se conhece a sensibilidade relativa
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do immunoblotting para detecção de anticorpos para
LVC (KNOWLES, 1997).
O immunoblotting ou Western blotting (WB) em
princípio, pode ser delineado como método onde
proteínas (anticorpos séricos ou plasmáticos) podem
ser imobilizadas em uma membrana ou transferidas
por capilaridade, difusão ou forças elétricas. As
forças de ligação da membrana podem ser de natureza
covalente ou não-covalente. O material protéico deve
ser separado antes da transferência por eletroforese.
O complexo antígeno-anticorpo é visualizado através
da aplicação de um conjugado enzimático ao qual se
adiciona um substrato que reage com a enzima, dando
cor à reação (BJERRUM; HEEGAARD, 1988). Em
decorrência de ser uma técnica demorada e laboriosa
vem sendo utilizada em lentivírus de pequenos rumi-
nantes (LVPR) somente para esclarecer resultados
divergentes e no estudo da composição das proteínas
virais dos LVC. Entretanto, a Embrapa Caprinos e
Ovinos padronizou uma rotina da técnica de
immunoblotting, com o objetivo de agilizar as etapas
de sua realização.
Protocolo
Produção do antígeno
Na produção de suspensões e titulações do LVC são
utilizados cultivos secundários de células de membra-
na sinovial caprina (MSC) obtida por explane a partir
de cabrito com menos de dois meses de idade
comprovadamente negativo para LVC.
Para a produção da suspensão viral, utilizou-se amos-
tra padrão (CAEV-Cork) do LVC com título inicial de
10-5,3 TCID
50
/mL. Monocamadas semiconfluentes (70
a 90% de confluência) de MSC cultivadas em garrafas
tipo roller  são inoculadas, 72 a 96 horas após passa-
gem, com 200 doses formadoras de sincício/Ml.
Coleta-se o sobrenadante, semanalmente, por três
vezes ou até a destruição de 75% da monocamada.
Os sobrenadantes coletados, bem como as garrafas
utilizadas na última coleta são conservadas a –80°C
para produção do antígeno.
Na produção do antígeno, os sobrenadantes das
coletas iniciais e o conteúdo das garrafas congeladas
sofrem dois ciclos de congelamento e descongelamen-
to e são clarificados por centrifugação a 3.300g a
4°C por 20 minutos. A suspensão clarificada é
precipitada com polietilenoglicol - PEG-8000 a 40%
até a concentração final de 8%, por 18 h a 4oC, sob
lenta agitação, seguida de nova centrifugação a 4oC a
12000g por 60 minutos (REIS; LEITE, 1994 ). O
sedimento é suspenso em TNE (10,0 mM Tris-HCl, pH
7,4; 10,0 mM NaCl; 1,0 mM EDTA) na proporção de
10% do volume original da suspensão viral e
ultracentrifugado em colchão de sacarose (25% em
TNE) a 42000 g por 120 min a 4oC (HOUWERS et al.,
1982). O sedimento é suspenso em PBS (0,05M;
0,15M NaCl; pH 7,4) contendo 2 x 10-4 M de
phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF). A concentra-
ção de proteína total é determinada pelo método de
Lowry et al. (1951) e o antígeno mantido a 4°C até a
realização dos ensaios imunoenzimáticos.
Immunoblotting (Western blotting)
No immunoblotting as proteínas do antígeno inicialmen-
te são separadas por eletroforese em gel de Agarose
com dodecil-sulfato de sódio (SDS-PAGE) conforme
protocolo descrito por (LAEMMLI, 1970) e
transferidas do gel para membrana de nitrocelulose
(MN) através do trans-blot por 60 minutos a 100 volts
e 350 mA (TOWBIN et al., 1979). Após a transferên-
cia para MN as proteínas são bloqueadas com solução
de bloqueio (PBS Tween 0,3%) por 60 minutos e
lavadas com solução de lavagem (PBS Tween 0,05%)
por três vezes, cinco minutos cada. O soro positivo do
kit comercial (Veterinary Diagnostic, ICA - USA) é
diluído (1:50) e aplicado por 90 minutos. Após o
processo de lavagem citado anteriormente é colocado
conjugado de coelho anti-cabra peroxidase (SIGMA)
diluído (1:15000) em PBS, por 60 minutos. A MN é
novamente lavada com PBS Tween 0,05% por três
vezes, cinco minutos cada e com PBS, duas vezes,
cinco minutos cada. A MN é revelada numa solução de
DAB/4-Cloronapthtol (solução A- 12 mg de
Diaminobenzidine em 12mL de PBS, solução B- 5mg de
4-Chloronapthol) adicionado a 2 mL de metanol mais
10 mL de PBS. As duas soluções são misturadas e
posteriormente são adicionados 10 µL de H
2
O
2
 a 30%
por 10 a 15 minutos ao abrigo da luz. Todas as
etapas, com exceção da revelação, são realizadas sob
agitação. No final, a MN é lavada com água destilada e
secada em papel de filtro.
As bandas de proteínas do vírus presentes no gel
SDS-PAGE a 12,5% foram medidas e apresentaram
os pesos moleculares: 14; 22; 26; 29; 33; 36; 39; 43;
55; 67; 79; 86; 95; 103; 115; 127; 135 e 142 Kda,
respectivamente. Porém após a transferência e a
reação imunoenzimática somente algumas proteínas
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foram evidenciadas, dentre elas as proteínas de 14
KDa, 28 KDa; 43 KDa e a 67KDa. A banda protéica
mais visível foi da proteína do capsídeo viral cujo peso
molecular é de 28 Kda (seta) e representa o maior
componente estrutural do núcleo (ZEE; HIRSH, 2003),
sendo a proteína de base para a interpretação do WB
(Figura 1).
Figura 1. Teste de Western Blotting para o diagnóstico da Artrite Encefalite
Caprina. Detecção da proteína viral p28 (seta).
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